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(3) Arzneimittel auf der Basis eines Singulett-Sauerstoff erzeugenden Agenzes 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft cine pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung, die ein Agenz oder dessen Vor- 
sfufe enthalt, das Singulett-Sauerstoff und/oder Photo- 
nen erzeugt. Das erfindungsgemafce Agenz ist von einer 
Anregungsbestrahlung unabhangig. 
Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Stabilisatoren 
fur eine derartige pharmazeutische Zusammensetzung 
sowie ein Verfahren zur Behandlung von Blut bzw. Blut- 
produkten mit der erfindungsgemafcen Zusammenset- 
zung. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend ein Agenz, das Singulett-Sau- 
erstoff bzw. Photonen erzeugt, sowie ein Verf ahren zur Behandlung von Blut bzw. Blutprodukten mit der erfindungsge- 
5 maBen Zusammensetzung. 

Die Erfindung betrifft auBerdem Stabilisatoren fur eine solcbe Zusammensetzung. 

Zahlreiche Erkrankungen des Menschen sind bedingt durch Erreger oder Gewebsformen, gegen die kein adaquates 
Gegenrnittel bekannt ist Beispielsweise sind Infektionserkrankungen, hervorgerufen durch Viren, insbesondere durch 
HIV- Viren, durch Parasiten, Pilze oder Bakterien sowie Erkrankungen an Neutropenic, ausgepragte Thrombosen oder 
10 Krebs haufig auBerst schwerwiegend ftir den betroffenen Patienten bis hin zu todlichem Ausgang. 

Einige dieser Erkrankungen sind durch intensive in vitro-Bestrahlung mit Licht, z. B. durch Bestrahlung von Plasrna- 
derivaten, therapierbar. Die Inaktivierung von Viren in Plasmaprodukten kann uber eine oxidative Zerstorung der infek- 
tiosen Partikel erfolgen. Die Lipidhiille von beispielsweise HTV- Viren enthak wesentlich mehr Cholesterin als normale 
menschiiche Zellen. Cholesterin ist aber ein ausgezeichneter Reaktionspartner fur Singulett-Sauerstoff. Zur Inaktivie- 
15 rung der Lipidhiille wird demzufolge Methylenblau in Kombination mit einer mehrminiitigen Beleuchtung (Anregungs- 
bestrahlung) der Plasmapraparate eingesetzt. Der dabei entstehende Singulett-Sauerstoff ist das eigentliche desinfizie- 
rende Agenz. Die Bestrahiung/Beieuchtung ist jedoch teiiweise apparativ aufwendig und wegen unerwunschter Neben- 
wirkungen moglicherweise sogar gesundheitsschadlich. 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zugrunde, eine pharmazeutische Zusammensetzung anzuge- 
20 ben, die ohne Anregungsbestrahlung die gewlinschte pharmazeutische Wirkung entfaltet 

Dieses Problem wird erflndungsgemaB geldst durch eine pharmazeudsche Zusammensetzung enthaltend ein von einer 
Anregungsbestrahlung unabhangiges Singulett-Sauerstoff- und/oder Photonenerzeugendes Agenz oder eine Vorstufe 
desselben. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung kann sowohl in vitro wie auch in vivo angewendet werden. Als Singuiett- 

25 Sauerstoff erzeugendes Agenz kommen zahlreiche Agenzien in Betracht, sofern sie uber eine geniigende physiologische 
Akzeptanz verfiigen und Singulett-Sauerstoff und/oder Photonen erzeugen konnen, ohne daB sie einer Anregungsbe- 
strahlung bcdurfcn. Es konnen auch Vorstufcn des Agcnzcs eingesetzt werden, die im Organismus oder in dem Milieu, in 
das sie eingebracht werden, zu dem eigentlichen Agenz umgewandelt werden. 

Es wurde iiberraschenderweise gefunden, daB es korpereigene Substanzen gibt, die Singulett-Sauerstoff und/oder Pbo- 

30 tonen ( l 02/hv) erzeugen konnen. Diese Substanzen konnen zum Heilen oder Lindem von Krankheitssymptomen einge- 
setzt werden, die gegeniiber der Einwirkung von Singulett-Sauerstoff empfanglich sind. Solche Singuiett-Sauerstoff- 
und/oder Photonen-sensitive Erkrankungen sind solche, bei denen das pathologische Agenz durch und/oder hv inak- 
tiviert werden kann, wobei die erforderliche Konzentration an Singulett-Sauerstoff ftir die Inaktivierung des pathologi- 
schen Agenzes fur die normale gesunde Zelle noch nicht toxisch ist. 

35 Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung eignet sich vorzugsweise als Antiinfektanz, Immunstimulanz, Antithrom- 
bodkurn und/oder Cytostatikum, wobei der Einsatz als Antivirikum besonders bevorzugt ist Die erfindungsgemaBe Zu- 
sammensetzung laBt sich besonders wirkungsvoll einsetzen zum Bekampfen von lipidumhullten Viren oder viral infizier- 
ten Zellen, wobei diese durch die Einwirkung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung inaktiviert werden. 

In ganz besonders bevorzugter Weise wird die pharmazeutische Zusammensetzung zur Inaktivierung von HI-, HBV-, 

40 HC V- oder Herpes- Viren oder von virusinfizierten Zellen eingesetzt 

Als Singulett-Sauerstoff erzeugendes Agenz kommen samtliche Substanzen inBetracht, die in einem waBrigen Milieu 
bei Kontakt mit Sauerstoff entweder direkt Singulett-Sauerstoff- erzeugen oder Vorstufen eines solchen Agenzes, wobei 
die Vorstufe in dem waBrigen Milieu in das Singulett-Sauerstoff erzeugende Agenz umgewandelt wird. Vorzugsweise 
wird das Agenz ausgewahlt aus einer unterhalogenischen Saure, einem Salz einer unterhalogenischen Saure, einer stabi- 

45 lisierten Form davon, einer Vorstufe der stabilisierten Form, einem synthetischen Halogenamin. Zur Erzeugung der Pho- 
tonen wird vorzugsweise ein Lichdeiter eingesetzt, der dem zu behandelnden Medium die Photonen zufuhrt. Als ganz 
besonders bevorzugte Agenzien werden HOQ, ein Salz davon oder das N-chlorierte Taurin (decarboxylierte Cystein- 
saure) eingesetzt. Die Wirkung dieser physiologischen Substanzen kann imitiert werden beispielsweise durch die Appli- 
kation von synthetischen Chloraminen, wie Chloramin T® oder Chioramin B®, oder die gegen Staphylokokken wirksa- 

50 men Antibiotika, die Singulett-Sauerstoff freisetzen, wie Vancomycin oder Phosphomycin, oder durch das Zufuhren von 
Photonen mit Hilfe von Lichdeitem. 

Stabilisatoren bzw. stabilisierte Formen des Agenzes sind Substanzen, die das Oxidationspotential des Agenzes be- 
wahren, d. h. sie stabilisieren beispielsweise das Chlor und verhindern dessen Freisetzung. Geeignete Stabilisatoren sind 
beispielsweise Taurin, Carbonatsalze wie z. B. Natrium(hydrogen)carbonat oder Mono-, Di- oder Oligosaccharide. 

55 NaHCCb liegt vorzugsweise in einer Konzenu-ation von 50-500 mmol/1 mit einem alkalischen pH-Wert von vorzugs- 
weise 7,4 bis 10,5 vor Die Mono-, Di- oder Oligosaccharide werden bevorzugt in einer Konzentration von 25 bis 100% 
bei einem alkalischen pH von 8 bis 10,5 eingesetzt. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung ist besonders wirkungsvoll in einem Endkonzentrationsbereich des Agen- 
zes von 0,01 bis 20 mmol/1, wobei dies 0,06 bis 120 mmol pro 75 kg Korpergewicht entspricht. Besonders bevorzugt ist 

60 der Konzentrationsbereich von 0,1 bis 5 mmol, wobei dies 0,6 bis 30 mmol pro 75 kg Korpergewicht entspricht Der am 
meisten bevorzugte Konzentrationsbereich liegt zwischen 0,3 bis 2 mmol/1, wobei dies 1,8 bis 12 mmol pro 75 kg Kor- 
pergewicht entspricht In dem Bereich von 0,3 bis 2 mmol/i ist das Verhaltnis von unerwunschter Schadigung korperei- 
gener Proteine, wie oxidauonsempfindlicher Hamostaseproteine, zu dem gewiinschten inaktivierenden Effekt auf die pa- 
thogenen Substanzen und Gewebsformen besonders gut. So werden beispielsweise bei einer Konzentration von weniger 

65 als 2 mrnol/1 des erfindungsgemaBen Mittels im Plasma oxidationsempfindliche Hamostaseproteine wie Fibrinogen, 
Faktor V, Faktor VHI oder a-2- Antiplasmin weniger als 25% inaktiviert, wahrend die pathogenen Substanzen und Ge- 
websformen urn den Faktor 100 bis 1000 inakdviert werden. Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung eignet sich in be- 
e^«H*»rc KAvor/natpr Wp.isp. 7iir Desinfektion von Blutkonserven bzw. BlutDrodukten, wobei die Zusammensetzung in vi- 
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tro eingesetzt wird 

Beispielsweise wird bei Verwendung von Taurin-Chioramin als Wirksubstanz in der erfindungsgemaBen Zusarnmen- 
setzung eine Konzentration von 60 mmol/1 Taurin-Chioramin in einer Losung mit 600 mmol/1 Taurin (im allgemeinen 5 
bis 15fachamolarer IJberschuB an Taurin gegenuber Taurin-Chioramin) mit alkalischem pH-Wert (vorzugsweise pH 8), 
die weiterhin vorzugsweise durch 100 mmol/1 NaHCC>3 stabilisiert ist, eingesetzt. Diese Losung wird vorzugsweise in ei- 
nem Gesamtvolumen von 50 ml (oder bei halber Konzentration der entsprechenden Substanz in dem doppelten Gesamt- 
voiumen) innerhalb von ca. 5 Minuten systemisch verabreicht. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zum Desinfizieren und/oder Stabilisieren von Blut, insbesondere Plasma, 
und Blutprodukten, dadurch gekennzeichnet, daB Blut bzw. Blutprodukte mit einer Zusammensetzung nach einem der 
AnsprUche 1-13 in Kontakt gebracht wird, sowie ein Verfahren, wobei Viren selektiv inaktiviert werden und Oxidations- 
ernpfindliche Piasmaprobleme geschutzt werden, das folgende Schritte enthalt: 

- das mit dem Stabilisator versehene Blut oder Blutderivat wird mit Singulett-SauerstofTbehandelt; 

- nach einer 1 bis 60minutigen, vorzugsweise 5 bis 30minutigen Inkubation mit einem Singulett-Sauerstoff-Frei- 
setzer, vorzugsweise einem Halogenamin, wird die Oxidation mit einem lOfach molaren Oberschufi an einem Anti- 
Oxidans wie Ascorbinsaure beendet; und 

- der gegebenenfalis verstellte pH-Wert wird wieder auf pH 7,4 eingestelit. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung eignet sich somit zum Desinfizieren und/oder Stabilisieren von Blut, insbe- 
sondere Plasma, sowie von Blutprodukten, indem die erfindungsgemaBe Zusammensetzung in das zu behandelnde Pro- 
dukt eingebracht wird, und besonders zur Bekampfung von Infektionen, zur Immunstimulierung, zur \farbeugung und/ 
oder Behandlung von Thrombosen und/oder zur Hemmung des Zellwachstums. 

Die folgenden Beispieie erlautern die Erfindung: 

Antithrombousche Wirkung von l 0 2 fhv ~+ 
a) Thrombinzcit (TZ) 

50 ul Citratplasma von n = 6 Gesunden wurde mit 50 pi 0, 2,5 oder 3,3 mmol/1 Taurin-Chioramin in 7fach molarem 
UberschuB an Taurin, pH 7,4, 240 Sekunden bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde 50 ul Thrombinreagenz (3 NIH Ein- 
heiten/ml) (Instrumentation Laboratory, Lexington, USA) zugesetzt und die Gerinnungszeit koagulometrisch (Ameiung, 
Lemgo, Deutschland) bestimmt. 

Ergebnis 

Zusatz von Chloramin 0 mmol/1 2,5 mmol/1 3,3 mmol/1 

TZ (sec): 14,3 16,5 19,^8 

(Mittelwert aus 
6 Gesunden) 



b) Prothrombinzeit (PT) 

50 ul Citratplasma von n = 6 Gesunden wurde mit 50 ul 0, 2,5 oder 3,3 mmol/l Taurin-Chioramin in 7fach molarem 
UberschuB an Taurin, pH 7,4, 240 Sekunden bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde 100 ul Thrombinreagenz (Instrumen- 
tation Laboratory) zugesetzt und die Gerinnungszeit koagulometrisch (Ameiung, Lemgo, Deutschland) bestimmt. 

Ergebnis 

Zusatz von Chloramin 0 mmol/1 2,5 mmol/1 3,3 mmol/1 

PT (sec): 14,9 19,6 27,8 

(Mittelwert) 

c) Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) 

50 ul Citratplasma von n = 6 Gesunden wurde mit 50 ul Phospholipidreagenz (Cephalin/Kaoiin, Instrumentation La- 
boratory) und 50 pi 0, 2,5 oder 3,3 mmol/1 Taurin-Chioramin in 7fach molarem UberschuB an Taurin, pH 7,4, 240 Se- 
kunden bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden 50 ul CaCl 2 zugesetzt und die Gerinnungszeit koagulometrisch (Ameiung, 
Lemgo, Deutschland) bestimmt. 
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Ergebnis 

Zusatz von Chloramin 0 mmol/1 2,5 mmol/1 3,3 mmol/1 
s aPTT (sec): 44,3 67,5 94,8 

(Mittelwert) 

Man erkennt, daB sowohl die llirombinzeit als auch die Prothombinzeit und aFlT in Abhangigkeit von der zugesetz- 
10 ten Menge an Chloramin zunimmt, d b. das Chloramin wirkt antikoagulierend und damit antitnrombotisch. Singulett- 
Sauerstoff-sensible Ilamostaseproteine wie Fibrinogen, Faktor V und Faktor Vm werden inaktiviert. 

Profibrinolytische Wirkung 

15 50 pi Normalplasma wurde in doppeltem Testansatz mit 25 ul a) aqua dest, b) 20 mmol/1 NaOCl in 100 mmol/l Taurin 
(Tau), 50 mmol/l NaHCOj, pH 8, c) 20 mmol/1 NaOCl in 200 mmol/1 Taurin, 50 mmol/1 NaHCCb, pH 8, d) 100 mmol/1 
Taurin, e) 200 mmol/1 Taurin, f) 20 mmol/1 NaOCl, g) 20 mmol/1 Chloramin T® und 150 ul 5 IU Urokinase/ml in 
150 mmol/1 TYis, 0,1% Triton X 100®, pH 8, 90min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Daraufhin wurde 50 ul 
3 mmol/1 chrornogenes Plasminsubstrat HD-Val-Leu-Lys-pNA in 2 M KC1 zugesetzt und 30 min bei RT inkubiert. 



20 






Ergebnis 








Zusatz von; 


a) aqua dest* 


f) NaOCl 


b) NaOCl/ SxTau 


c) NaOCl / lOxTau 


25 


Plasmin- 
aktivitat 


13 


133 


170 


220 


30 


(AmA) 













Zusatz von: 


d) 100 mmol/1 Tau 


e) 200 mmol/1 Tau 


g) Chloramin T 


35 












Plasmin- 
aktivitat 


21 


40 


246 


40 


(AmA) 









Man erkennt, daB das aus NaOCl und Taurin spontan entstehende Taurin-Chloramin (Tau-Cl) dem Chloramin T etwa 
45 vergleichbare profibrinolytische Wirkung zeigt Singulett-Sauerstoff-sensibles a-2-Antiplasmin und PAI-1 wird inakti- 
viert, Glu-Plasminogen wird aktiviert. Ein lOfach molarer UberschuB, verglichen mit einem 5fach molaren UberschuB 
an Taurin begiinstigt die Taurin-Oiloramin (Tau-Cl)-Entstehung; hier bei einer Vorinkubation von 15 Stunden bei RT. 
Tau-Cl bei einem 10:1 molaren Verhaltnis aus Tau und OC1" ist 10% weniger aktiv als die aquimolare Menge an Chlo- 
ramin T, Tau-Cl bei einem 5 : 1 molaren Verhaltnis aus Tau und OC1* ist 30% weniger aktiv als die aquimolare Menge an 
50 Chloramin T. NaOCl ist 50% weniger aktiv als Chloramin T. 

Vergleich der oxidierten Wirkung von Vancomycin, Tau-Cl, Chloramin T und NaOCl auf die aktivierte partielle Throm- 

boplastinzeit (aPTT) 

55 50 ul Normalplasma wurde mit 50 ul a) 0-10 mmol/1 Vancomycin, b) 0-10 mmol/1 Tau-Cl (NaOCl in 7fach molarem 
UberschuB an Taurin, pH 7,4, 30 min bei RT vorinkubiert), c) 0-10 mmol/1 Chloramin T, d) 0-10 mmol/1 NaOCl, e) 
35 mmol/1 Taurin, f) aqua dest. 200 sec bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden 50 ul EUagsaure/Cephalin (Instrumenta- 
tion Laboratory) zugesetzt und 300 sec bei 37°C inkubiert 50 ul Zusatz von 25 mmol/1 CaCl? startete die Gerinnungsre- 
aktion. Die Gerinnungszeit wurde koagulometrisch bestimmt (KC 10, Amelung, Lemgo). 



65 
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Ergebnis 



Zusatz 


Konzentration an ZusStzen (mmol/1) 




0 


0,3 


0,6 


1,25 


2,5 


5. 


10 


a) Vancomycin 


30,2 


30,8 


33,3 


38,6 


65,9 


>400 


>400 


b) Tau-Cl 


30,2 






31,0 


44,8 


146,4 


287 


c) Chloramin T 


30,2 






39,4 


60,2 


133,3 


>400 


d) NaOCl 


30,2 






30,4 


43,2 


157,9 


>400 


e) Taurin (35 mrool/1) 










3] 


t,4 




f) aqua dest. 















(aPTT in Sekunden) 20 

Man erkennt, daB das Anti-Staphylokokken-Antibiotikum Vancomycin, wie Chloramin T, antikoagulatorisch wirkt. 
Die Wirkung von Tau-Cl ist etwa 30% schwacher als die von Chloramin T und der von NaOCl vergleichbar. 

HIV-Inaklivierung 25 



HIV-infizicrtcs Vollblut wurdc stcigcndcn Konzcntrationcn (0-10 mmol/1) an Taurin-Chloramin (in 7fach molarcm 
UberschuB an Taurin, pH 7,4) ausgesetzt. Nach 15 Minuten bei RT wurde das Blut 10 min bei 2000 g zentrifugiert und 
das Plasma im biologischen Test auf Plaque- forming-Units auf BHK-21F-Zellen untersucht. 

Sogar im Vollblut findet eine Virusinaktivierung statt; - bereits Chloramin-Konzentrationen von ca. 1 mmol/1 inakti- 30 
vierten die Viren um mehr als das lOOOfache. 

Patentanspriiche 

L Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend ein von einer Anregungsbestrahlung unabhangiges Singulett- 35 
Sauerstoff- und/oder Photonen-erzeugendes Agenz oder eine Vorstufe desselben. 

2. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 als Antiinfektans, Immunstimulans, Antithrombotikum 
und/oder Cytostatikum. 

3. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 2 als Antiinfektans und/oder Cytostatikum. 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 3 als Antiinfektans. 40 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 4 als Antivirikum. 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5 als Inakti vator lipidumhullter Viren oder viral infizierter 
Zellen. 

7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6 als Inakti vator von HI, HBV, HCV oder Herpes- Vi- 
ren oder viral infizierter Zellen. 45 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Agenz 
ausgewahlt wird aus einer unterhalogenischen Saure, einem Salz einer unterhalogenischen Saure, einer stabilisier- 
ten Form davon, einer Vorstufe der stabilisierten Form, einem synthetischen Halogenamin und einem Lichtleiter. 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Agenz 
ausgewahlt wird aus einem Salz unterchloriger Saure, einem Chloramin, Taurin, Chloramin T®, Chloramin B®, 50 
Vancomycin, Phosphomycin und weiteren Substanzen, die Singuiett-Sauerstoff erzeugen. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB es Tau- 
rin-Chloramin enthalt. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB es in 
Dosierungen von 0,01 bis 20 mmol/1 (0,06 bis 120 mmol/75 kg Korpergewicht), vorzugsweise von 0,1 bis 5 mmol/l 55 
(0,6 bis 30 mmol/75 kg Korpergewicht), besonders bevorzugt von 0,3 bis 2 mmol/l (1,8 bis 12 mmol/75 kg Kor- 
pergewicht) in dem zu behandelnden Milieu, vorzugsweise Blut, Plasma oder Blutprodukten, wirksam ist. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
durch ein Carbonatsalz, vorzugsweise NaHC(>3, vorzugsweise 50 bis 500 mmol/1 mit einem alkalischen pH- Wert, 
vorzugsweise 7,4 bis 1 0,5, stabilisiert ist. 60 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
durch ein Mono-, Di- oder Oligo-Saccharid in einer Konzentration von 25 bis 100% bei einem alkalischen pH, vor- 
zugsweise 8 bis 10,5, stabilisiert ist. 

14. Verfahren zum Desinfizieren und/oder Stabilisieren von Blut, insbesondere Plasma, und Blutprodukten, da- 
durch gekennzeichnet, daB Blut bzw. Blutprodukte mit einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-13 in 65 
Kontakt gebracht wird. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 14, wobei Viren selektiv inaktiviert werden und Oxidations-empfindliche Plasma- 
proteine geschutzt werden, das folgende Schritte enthalt: 
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- das mit dem Stabilisator gleichzeitig oder vor Inkubation versehene Biut oder Blutderivat wird mit einer 
pharmaz^ itischen Zusammensetzung gemafi einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3 1 bis 60Minuten, 
vorzugsv x ise 5 bis 30 Minuten, inkubiert, 

- die Oxidation wird mit einem lOfach molaren Oberschufi eines Anti-Oxidanz, wie z. B. Ascorbinsaure, be- 
endet; und 

- der pH-Wert wird wieder auf pH 7,4 eingestellt 

16. Verwendung eines Anregungsbestrahlung-unabhangigen Singulett-Sauerstoff- und/oder Photonen-erzeugen- 
den Agenzes oder einer Vorstufe davon zur Bekampfung von Infektionen, zur Immunsumulierung, zur Vorbeugung 
und/oder Behandlung von Thrombosen und/oder zur Hemmung des Zeilwachstums. 



